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Resumo
Apesar da importância da raça Gir, pouco se conhece sobre a aplicaçªo da
produçªo in vitro de embriıes (PIV) nessa raça. Neste trabalho avaliou-se o
potencial de desenvolvimento in vitro de oócitos de vacas da raça Gir em
condiçıes climÆticas tropicais e o efeito da tØcnica de PIV sobre algumas
características da gestaçªo e do recØm-nascido. As taxas de clivagem e de
blastocistos foram maiores (P<0,05) para a raça Gir (66,7% vs. 53,1% de
clivados e de 19,6% vs. 10,8% de blastocistos para as raças Gir e Holan-
desa, respectivamente), porØm sem alterar as taxas de gestaçªo, nasci-
mento e perda fetal. Esses resultados sugerem que oócitos de vacas Gir
obtidos em condiçıes tropicais possuem maior potencial em desenvolver in
vitro atØ estÆdio de blastocistos, comparado aos da raça Holandesa.
Palavras-chave: oócito, raça Gir, fecundaçªo in vitro, gestaçªo.
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Abstract
Zebu dairy cattle (Bos taurus indicus), like Gir breed, has been raised in
tropical and sub tropical climate due to its high thermotolerance, reflecting
in higher reproductive performance than Bos taurus taurus cattle. Despite
the importance of Gir breed for those regions, little is known about the use
of in vitro embryo production (IVP) to generate Gir calves. The aim was to
evaluate the developmental competence of Gir oocytes obtained in tropical
environment and the effect of IVP on gestation and offspring features.
Cleavage and blastocyst rates were greater (P<0.05) in Gyr than Holstein
(66.7% vs. 53.1% of cleavage and 19.6% vs. 10.8% of blastocyst,
respectively), but the pregnancy, birth rate and fetal loss was similar.
Those data suggests that oocytes obtained in tropical environment from Gir
cows have greater developmental competence than Holstein oocytes.
Index terms: Oocyte, Gyr cattle, in vitro fertilization, pregnancy.
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Introduçªo
Para atender à demanda de produçªo de leite estimada para os próximos
anos, hÆ necessidade de se melhorar a qualidade genØtica dos animais, com
a rÆpida multiplicaçªo de material genØtico superior e adaptado as condi-
çıes do país, alØm de melhorias no manejo como um todo. Nesse contexto,
a raça Gir assume grande importância pela sua rusticidade, suficiente para
suportar as condiçıes climÆticas tropicais e subtropicais, e por ser a
principal raça zebuína explorada para leite. Essa raça tambØm Ø usada para
cruzamento com gado europeu, produzindo vacas mestiças Girolandas,
principalmente F1. HÆ necessidade de se intensificar a seleçªo das vacas
Gir e multiplicar esse material genØtico melhorado. Para isso a Embrapa
Gado de Leite vem conduzindo o Programa nacional de Melhoramento do
Gir leiteiro, alØm de efetuar pesquisas visando melhorar a eficiŒncia nos
processos de multiplicaçªo (TransferŒncia de embriıes e Produçªo in vitro
de embriıes), mais especificamente para essa raça. Nos processos estuda-
dos, a Produçªo in vitro de embriıes (PIV) apresenta maior potencial de
multiplicaçªo de material genØtico do que a TransferŒncia de Embriıes (TE),
podendo resultar em maior intensidade de seleçªo e, consequentemente,
aumento do mØrito genØtico de animais (Nicholas, 1996).
Com o desenvolvimento de tØcnicas que permitem a punçªo de folículos em
fŒmeas vivas, a PIV vem surgindo como uma real alternativa para progra-
mas de seleçªo e multiplicaçªo genØtica (Galli & Lazzari, 1996). Permite
tambØm o aproveitamento de vacas infØrteis de alto valor, alØm de ser
fonte de ovócitos e zigotos para a produçªo de animais clonados e
transgŒnicos (Bracket & Zuelke, 1993). Os trabalhos de PIV tŒm sido
conduzidos quase que exclusivamente em bovinos de origem europØia. Seus
resultados nªo podem ser extrapolados totalmente para animais zebuínos,
devido às diferenças fisiológicas entre essas subespØcies, como na secre-
çªo de hormônios (Randel, 1984), sensibilidade a hormônios externos
(Munro, 1986), comportamento sexual (Galina, 1995), alguns aspectos
ultraestruturais nos ovócitos e embriıes (Assey et al., 1994; Visintin et al.,
2002) e resistŒncia ao estresse tØrmico.
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O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de produçªo in vitro de
embriıes a partir de oócitos de vacas Gir criadas em clima tropical, utilizan-
do os resultados obtidos com animais da raça Holandesa com termo de
comparaçªo.
Material e MØtodos
O experimento foi realizado no Laboratório de Reproduçªo da Embrapa
Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, no Campo Experimental de Coronel
Pacheco (CECP), Cel. Pacheco, MG, e no Campo Experimental de Santa
Mônica (CESM), Valença, RJ. Os reagentes químicos utilizados foram da
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, a menos que indicado.
Obtençªo dos oócitos
Utilizaram-se nove doadoras adultas da raça Gir e 13 doadoras da raça
Holandesa que apresentavam atividade luteal cíclica e populaçªo folicular
maior que cinco folículos, avaliadas por meio de exames ultra-sonogrÆficos.
Os animais de ambos os grupamentos raciais possuíam entre cinco e dez
anos de idade e apresentavam escore da condiçªo corporal entre 3,0 e 4,0
pontos (escala de 1-5). As doadoras Gir foram mantidas a pasto enquanto
as Holandesas permaneceram em regime de semiconfinamento, recebendo
suplementaçªo concentrada. Ambas as raças permaneceram no CECP cuja
latitude, longitude e altitude sªo 21°35S, 43°51W e 435 metros,
respectivamente. No período do experimento a temperatura compensada
diÆria (mØdia–desvio padrªo) foi de 21,8–2,6°C, com temperaturas
mÆxima e mínima de 29,4–1,5°C e 16,3–3,4°C, respectivamente. A
umidade relativa do ar foi de 75,9–4,9%.
As punçıes foliculares para obtençªo dos oócitos foram realizadas com o
auxílio de um aparelho de ultra-sonografia equipado com transdutor setorial
intravaginal de 5/7,5 MHz (Scanner 100S, Pie Medical, Maastricht,
Holanda), e uma guia para punçªo folicular. Folículos com diâmetro igual ou
superior a trŒs mm foram puncionados utilizando-se agulhas de 19G e
pressªo de vÆcuo de 80 mmHg. O intervalo entre as sessıes de punçªo
folicular, em um mesmo animal, variou de 7 a 14 dias. O nœmero de
sessıes de punçªo por animal variou de duas a seis sessıes.
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O líquido folicular foi recuperado em tubos de 50 ml contendo meio DPBS
(Nutricell, Campinas, Brasil), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB;
Nutricell) e 100 UI de heparina sódica (Liquemine, Roche, BasilØia, Suíça).
Posteriormente, o material coletado foi lavado em filtro de coleta de
embriıes (Millipore, Bedford, MA, USA) para a recuperaçªo dos complexos
cØlulas do cumulus-oócitos (CCO). Os CCOs foram transferidos para uma
placa de Petri contendo DPBS e 10% SFB, mantidos a 37°C, e avaliados
quanto à morfologia em microscópio esteroscópio. CCOs contendo oócitos
com citoplasma homogŒneo e íntegro e com presença de cØlulas do
cumulus aderidas foram selecionados como viÆveis e levados para a
maturaçªo in vitro. Os CCOs selecionados foram acondicionados em tubos
de microcentrífuga, tipo Eppendorf, contendo meio TCM199 acrescido de
25 mM HEPES (Gibco, Rockville, MD, USA) e 10% de SFB, e transportados
Æ temperatura entre 37 e 39°C para o Laboratório de Reproduçªo, em,
aproximadamente, 1 a 3 horas após início das punçıes foliculares.
Maturaçªo e fecundaçªo in vitro
A maturaçªo foi realizada em placa escavada de quatro poços, modelo
Nunc, em 400ml de TCM 199 acrescido de 2,2 g/L de bicarbonato de
sódio, 20mg/ml de FSH (Pluset, Laboratório Calier, Barcelona, Espanha) e
10% de soro de vaca em cio, em incubadora com 5% de CO2, 95% de
umidade e temperatura de 38,8”C, por um período entre 22 e 24h. Para a
fecundaçªo in vitro foi utilizado sŒmen congelado de um œnico touro da
raça Holandesa para oócitos de vacas Holandesas ou da raça Gir para
oócitos de vacas Gir, ambos com fertilidade in vitro semelhante, previa-
mente avaliada por meio da taxa de clivagem em oócitos obtidos em
ovÆrios coletados em matadouro. O sŒmen foi descongelado em banho-
maria a 37”C por 30 segundos e os espermatozóides móveis selecionados
pelo mØtodo de swim up em meio TALP (Gordon, 1994) em estufa incuba-
dora com 5% de CO2 a 38,8”C em ar atmosfØrico. A fecundaçªo foi
realizada em microgotas de 100 a 200ml de FERT-TALP (Gordon, 1994),
acrescido de 10 mg/ml de heparina, usando concentraçªo espermÆtica
entre 2,0-2,5 x 106 espermatozóides/ml e cobertas com óleo mineral, em
estufa incubadora com 5% de CO2, 95% de umidade e 38,8”C por um
período aproximado de 22 h.
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Cultivo embrionÆrio in vitro
 Ao final do período de fecundaçªo in vitro, os possíveis zigotos foram co-
cultivados com suas cØlulas do cumulus em microgotas de meio CR2aa
(Wilkinson et al., 1996) durante oito dias, em 5% de CO2, 95% de umidade
e 38,8”C em ar. Os oócitos foram cultivados em volume de 50ml sob óleo
mineral, e o meio renovado com 72h pós-fecundaçªo. A avaliaçªo da taxa
de clivagem e contagem do nœmero de cØlulas foi realizada 72h pós-
fecundaçªo, e a taxa de blastocisto entre o sØtimo e oitavo dia.
Inovulaçªo dos embriıes
Blastocistos de graus I e II, segundo a classificaçªo de Lindner & Wrigh
(1983), foram lavados 3x em PBS + 0,4% de albumina sØrica bovina,
envasados em palhetas de 0,25 ml, transportados para o CECP ou CESM, e
transferidos para o corno uterino ipsilateral ao corpo lœteo de receptoras no
sØtimo ou oitavo dia do ciclo estral. A taxa de gestaçªo foi avaliada entre o
35” e 50” dia após inovulaçªo, por meio de ultra-sonografia. Como
receptoras foram utilizadas novilhas mestiças HolandŒs x Zebu que apre-
sentavam atividade luteal cíclica, mantidas a pasto com suplementaçªo
volumosa no inverno atØ o momento do parto. A taxa de nascimento foi
calculada utilizando os dados de bezerros vivos atØ 72 horas após o parto
em funçªo do nœmero de embriıes transferidos.
AnÆlise estatística
Os dados obtidos em cada raça para o nœmero de oócitos viÆveis, embriıes
clivados e produçªo de blastocistos por sessªo de punçªo foram avaliados
por anÆlise de variância utilizando-se SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Os dados de taxa de clivagem, de embriıes com 4-8 cØlulas e com
9-16 cØlulas as 72h pós-fecundaçªo e de taxas de produçªo de
blastocistos, de gestaçªo, de nascimento e de perda fetal foram analisados
pelo teste do Qui-quadrado. Os valores sªo apresentados em porcentagem
ou como mØdia–erro padrªo da mØdia (EP). Considerou-se nível de
significância de 5% de probabilidade.
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Resultados
Nªo se observou diferença (P>0,05) no nœmero de oócitos viÆveis, de
embriıes clivados e de blastocistos produzidos por sessªo de punçªo entre
as raças estudadas (Tabela 1). Para verificar se as taxas de desenvolvimen-
to embrionÆrio tambØm eram semelhantes, analisou-se as taxas de
clivagem e de blastocistos entre as raças e se observou maiores
porcentuais (P<0,01) para a raça Gir (Tabela 2).
Para avaliar se um possível atraso no desenvolvimento após a primeira
clivagem poderia estar envolvido na diferença nas taxas de produçªo de
blastocistos entre as raças, analisaram-se as taxas de produçªo de embri-
ıes com 4-8 cØlulas e com 9-16 cØlulas com 72 horas pós-fecundaçªo, e a
produçªo de blastocistos, baseados no nœmero total de zigotos clivados.
Tabela 1. Efeito da raça da doadora de oócitos sobre o nœmero de
estruturas embrionÆrias produzidas in vitro.
Valores na mesma coluna nªo diferem (P>0,05).
Holandesa: 13 doadoras; Gir: 9 doadoras; EP: erro padrªo da mØdia.1 2 3
Raça
No de
sessıes
Oócitos viÆveis
MØdia – EP3
Clivagem
MØdia – EP3
Blastocistos
MØdia – EP3
Holandesa1 24 16,2 – 2,0 8,6 – 2,1 1,75 – 0,5
Amplitude 2-54 0-38 0-8
Gir2 33 15,3 – 1,3 10,2 – 1,1 3,0 – 0,6
Amplitude 6-32 0-24 0-12
Tabela 2. Efeito da raça da doadora de oócitos sobre a taxa de produçªo in
vitro de embriões.
a,b Valores com diferentes letras superescritas na mesma coluna diferem (P<0,01).
Raça No oócitos
Clivagem
N (%)
Blastocistos
N (%)
Holandesa 390 207 (53,1) a 42 (10,8) a
Gir 505 337 (66,7) b 99 (19,6) b
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Verificou-se nªo haver diferença (P>0,05) na proporçªo de embriıes com 4-
8 cØlulas e com 9-16 cØlulas Æs 72h. Contudo, maior proporçªo (P<0,01) de
embriıes clivados na raça Gir desenvolveram-se atØ blastocistos (Tabela 3).
Quarenta e seis blastocistos produzidos in vitro foram transferidos para
receptoras com ciclo estral sincronizado com o desenvolvimento embrionÆ-
rio. Embora o nœmero de embriıes transferidos da raça Holandesa tenha
sido baixo (10 embriıes), as taxas de gestaçªo e de nascimento nªo se
diferiram (P>0,05) entre as raças (Fig. 1). As perdas fetais entre diagnósti-
co de gestaçªo e nascimento foram de 16,6% (1/6) e 12,5% (2/16) para
as raças Holandesa e Gir, respectivamente, sem diferença entre ambas
(P>0,05).
Tabela 3. Desenvolvimento embrionÆrio in vitro de embriões bovinos após
a primeira clivagem nas raças Gir e Holandesa.
a,b Valores com diferentes letras superescritas, na mesma coluna, diferem (P<0,01).
Embriıes 72 horas após fecundação
n (%)Raça
Clivados
n
4-8 cØlulas 9-16 cØlulas
Blastocistos 7 dias
n (%)
Holandesa 207 117 (56,5) a 62 (29,9) a 42 (20,3) a
Gir 337 184 (54,6) a 112 (33,2) a 99 (29,4) b
0
20
40
60
80
100
HPB Gir Total
Gestação
Nascimento
Fig. 1. Taxas de gestaçªo e de nascimento de embriões
produzidos in vitro das raças Holandesa (HPB – n=10) e Gir
(n=36), e transferidos à fresco. Valores entre raças nªo
diferem (P>0,05).
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Discussªo
A raça Gir e seus cruzamentos, tem sido considerada como um dos pilares
de sustentaçªo de diversas bacias leiteiras do Brasil, principalmente nas
regiıes nordeste, centro-oeste e sudeste. O aumento da demanda de
animais dessa raça e a necessidade de se acelerar o ganho genØtico na
mesma foram incentivos para o desenvolvimento do presente trabalho.
A presente experimento avaliou o potencial de produçªo in vitro de embri-
ıes na raça Gir (Bos indicus), comparando-o com o da Holandesa (Bos
taurus) criadas em ambientes tropicais, tendo sido verificado que os oócitos
de Gir produziram maior taxa de blastocistos, sinalizando uma maior
potencialidade de desenvolverem in vitro, apesar de ambas as raças
produzirem um nœmero relativo de embriıes por sessªo de punçªo. Essa
observaçªo mostra que existe variaçªo entre raças na produçªo in vitro de
embriıes, provavelmente em funçªo da adaptaçªo da sua subespØcie ao
clima em que se encontra a doadora. Esse efeito parece limitar o desenvol-
vimento atØ o estÆdio de blastocistos, mas nªo o desenvolvimento posteri-
or, uma vez que as taxas de gestaçªo foram semelhantes entre os dois
genótipos avaliados.
Tem-se observado que oócitos de doadoras da raça Holandesa submetidas Æ
condiçıes de estresse tØrmico natural (verªo), apresentam-se com baixo
potencial de desenvolvimento in vitro (Roth et al., 2001, Al-Katanani et al.,
2002). Por outro lado, embriıes Brahman fecundados in vitro sªo menos
afetados pelo estresse tØrmico, resultando em maiores taxas de produçªo
de blastocistos do que embriıes Bos taurus submetidos às mesmas condi-
çıes de estresse tØrmico (Paula-Lopes et al., 2003). Nªo se tŒm informa-
çıes se os oócitos zebuínos tambØm possuem maior resistŒncia quando
submetidos ao estresse tØrmico. Contudo, Rocha et al. (1998) observaram
que vacas Holandesas na estaçªo quente do ano produziram oócitos de
menor qualidade do que vacas Brahman (Bos indicus). Embora nªo se possa
afirmar que os animais doadores estiveram sob condiçıes de estresse
tØrmico no presente estudo, os resultados sugerem que as doadoras da
raça Gir, em regiıes de clima tropical, sªo capazes de produzir oócitos com
melhor potencial de desenvolvimento.
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A viabilidade dos embriıes de ambas as raças foi avaliada por meio da taxa
de gestaçªo e de nascimento. Apesar da menor taxa de blastocistos
produzidos na raça Holandesa, a taxa de gestaçªo e de nascimento nªo foi
diferente da raça Gir, indicando que a qualidade dos blastocistos produzidos
nªo foi afetada pelo genótipo das doadoras, nas condiçıes de ambiente
deste experimento. Taxa de gestaçªo semelhante tem sido observada em
outros trabalhos que utilizaram sistema de cultivo parecido, com soro fetal
bovino e transferŒncia de embriıes Æ fresco, variando de 32,8% a 50,4%
(Numabe et al., 2000, Hasler et al., 2000, Hoshi, 2003), enquanto as taxas
de nascimento tŒm permanecido em torno de 30%, apesar de existir
grande variaçªo entre experimentos (Peterson & Lee, 2003, Smeaton,
2003).
Conclusıes
Os resultados do presente experimento mostram que em ambientes tropicais,
oócitos da raça Gir possuem maior potencial em desenvolver a blastocistos
do que os da raça Holandesa, sugerindo que o genótipo dos oócitos obtidos
em condiçıes climÆticas subtropicais influencia o sucesso da produçªo in
vitro de embriıes bovinos. Contudo, uma vez produzido o blastocisto, sua
viabilidade torna-se semelhante entre estas raças estudadas.
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